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@ Derives n-(vinbIastinoYl-23l d'acides amines et de peptides, leur preparation et leur application therapeutique. 

/C^ r^ - • - .^..nlnaP de la vinblastine avec des acides Men amide, leur precede de preparation a partir de la 
®- '"%P 'oeot des de orrr^ule generate vinblastine et leur appl.cat.on on therapeutique. Ms sent plus 

amines ou des peptides, part.cuiierement utilises en tant qu'agent anti-tumoral. 
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dans t.iquolio H, r-p'.-.e'iU^ uri jton^e a'hydrog-ne ou un 
CL groupe .icetyle et R, rep^o^^inU: un reste .icide amine ou 
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Dtgrives N- ( vinblas tinQyl-23 ) d'acides amines et de peptides^ leur 
preparation et leur application tih^ r a peu t ique . 

La presente invention se rapporte h de nouveaux alca- 
loTdes bis-indoliques. Plus pa rt ica 1 ieremen t , I'invention est relative 
k de nouveaux derives de couplage d'acides aniines avec la vinblastine, 
y compris des d<§rives peptidiques, a leur proced^ de preparation, ^ 
leur application en tant qu'agents antitumoraux et aux compositions 
pharmaceutiques les contenant. 

Ces nouveaux derives de la vinblastine peuvent etre 
utilises pour le traitement des leucemies et des tucneurs raalignes 
chez 1 * honicne . 

Les alcalotdes bis indoliques du type de la vinblastine 
sont des composes bien connus poss^dant le squelette carbon^ de la 
formule generale suivante : 




(I) 



On citera ^ titre d'exemple la vinca leukoblas t ine 
(brevet atn^ricain 3 097 137), la leurocris C ine ou vincristine et la 
leurosidine (brevet americain 3 205 220), le vinglycinate (brevet 
beige 659 112) et la vind^sine (brevet beige 813 168), Ce dernier 
compost a ^td obtenu par transformation chimique de la vinblastine 
aaturelle (I, R^-OCH^, R^-COCH^), qui eUe-metne est obtenue par 
extraction h partir de feuilles de Catharanthus roseus. 
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La vinblastine, la vincristine et la vindesine sont 
cormnercialisees pour leur utilisation en therapeutique humaine, plus 
particulierement pour le traitement de leucemies et de certaines 
tumeurs solides . 

5 Ces medicaments poss^dent n^anmoins des effets secon- 

dalres def avorables . La vincristine est neurotoxique et la vinblas- 
tine est fortement toxique au niveau des tissus h^raa topot^ tiques . 

Leur mdcanisme d'action est analogue h ceiui qui a ^t^ 
postul^ pour Inaction ant itnitotique de la colchicine. Ces medicaments 
10 agiraient par inhibition de la polymerisation de la tubuline en micro- 
tubules et arret subsequent de la division cellulaire en metaphase. 

L ' utilisation de complexes 1:1 d ' a Icaloldes bisindo- 
liques Antitnmnraux avec la tubuline a d^crite dans le brevet 

beige 854 053, 

15 Dans certains cas, il peut en resulter une toxicity 

moindre et une activity chimioth^rapeu tique plus importante que celles 
des alcaloldes libres cor respondants , 

D'autres ddriv^s obtenus par modification chimique de 
la vinblastine ont ete testes. Ainsi le sulfate de vinglycinate 

20 (1, sulfate, R^K)CH^, R^-COCH^NCCH^ )2 , Caacer Research 1967, ^7, 221-227) 
a etd etudie en experimentation clinique mais ne s*est generalement 
pas reveie sup^rieur k la vinblastine et a la vincristine. 

Le brevet beige 813 168 d^crit la vindesine (I, R^=NH^, 
R =H) et d'autres derivds carboxamide en de la vinblastine. Des 

25 publications post^rieures ont confirm^ I'int^ret therapeutique de la 
vindesine ou carboxamide-3 deacetyl-0-4 vinblastine, mais ce compose 
s'est cependant reveie inactif pour le traitement de tumeurs L 1210 
transplantees chez la souris (C.J. Barnett et al., J. Med, Chem., 21, 
88, 1978). 

30 Les derives de couplage d'acides amines avec la vin- 

blastine et d'autres alcalotdes bisindoliques analogues ont ete pro- 
poses d'une maniere generale dans le brevet beige 813 168 susmentionne. 

Neanmoins, aucun exemple de derive d'acide amine spe- 
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IL peut done en etre d^duit que ces derives n'ont pas 
^16 reellement synthetises et/ou n*ont pas ^16 testes pour leur acti- 
vity an t i turaora 1 e . 

Page 3, ligne 10 et suivantes^ il est en outre cnen- 
5 tionn^ que "I'activite ant i-neoplas ique serable etre limitee a des 
structures tres specifiques et les chances d'obtenir des medicaments 
plus actifs en modifiant ces structures semblent egaleoient faibles". 

II a maintenant et^ constate que les nouveaux composes 
decrits dans la presente invention sont capables de retarder effica- 
10 cement la mort de souris auxquelles on a transplante par voie intra- 
veineuse des tumeurs P 388 et L 1210. 

Mors que les alcaloldes Vinca administres par voie 
intraveineuse ne presentent generalement aucune activity sur la leu- 
cemie L 1210, les rdsultats obtenus montrent pour les nouveaux derives 
15 une activity tres significative et inattendue. 

Les activitds sur les tumeurs exper imen ta les P 388 se 
sont egalement rc^v^lees, de maniere surprenante, tres supdrieures k 
celles des alcaloTdes Vinca de reference. De nombreuses remissions 
completes ont ^t^ observees. 

Les derives de I'invention possedent en outre d'autres 
avantages importants et inattendus comparativement a la vinblastine 
et ses analogues connus^ en particulier la vindesine. 

En particulier, les toxicites observees sont generale- 
ment inferieures ^ celles correspondant a la vinddsine ou ^ la vin- 
25 cristine. 

Les nouveaux composes de I'invention repondent plus 
particulierement a la formule g^nerale II 
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(II) 



'C-(-NK-CH-C-) OR, 
n 




dans laqueLLe represence un atome d'hydrogene ou un groupe acyLe 
conportant de 2 a 9 acomes de carbone ; represente chaque fois 
independainmenc , un acome d'hydrogene, ua groupe alkyle ramifie ou non 
comportant de 1 a 8 atomes de carbone, un groupe hydroxy C1-C8 aLkyle, 
amino-hydroxy C1-C8 alkyle, carboxy-C I-C8 alkyle, amido CI-C8 alkyle, 
guanadiao Cl-CB alkyle, amino Cl-ca alkyle, thiol C1-C3 alkyle cysteinyl 
methyle, thiomS thyl-echyl , benzyle, hydroxybeozyle ^ 

20 H H I' 

» , ■ ' 

ou repr^aeate avtc I'atome de carbon* auquel 11 esc atcach^ ct I'azot* 
du groupe amide, un cycle azole ou hydroxyazole ; 
n varie de 1 1 6 ; 
et represente ua groupe alkyle. Unfair* ou ramlfitf poaa^danc de 
2S 113 acomes de carbone, ou un groupe beazyle. 

COOR^ represente de preference ua groupe carboethoxy ou carbocaethoxy. 

Plua particuliferemeat, le fragment structural de la 

formule II 

R 0 

t J If 



figuracion P, notamraent 



BN8OOCID: <EP 0O41836A1_L> 



0041 935 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



la glycine 
a la nine 
va line 
leucine 
isoleucine 
s er ine 
threonine 
hydroxy pro line 



cys t ine 
me thi onine 
pheny la Ian ine 
tyros ine 
t ryp tophane 
proline 
hist idine 



acide aspartique 
acide glucarnique 
asparagine 
g lu tamin e 
arginine 
lys ine 
cys te ine 
ou hydroxy lys ine . 
On pent considerer ces composes coaime ^tant des d^riv^s 
de la descarbomethoxy-3 d^sac^ tyl-0-4 vinblastine ca rboxamide-3 . On 
pr^ferera cependant les designer comme ^tant des derives N-(vinblas^ 
tinoyl-23) d'acide amine, 

Les composes pref^res de 1' invention repondent ^ la 
formule IT dans laquelle represente un atome d'hydrogene et la 
partie acide amine est derivee d»un des acides amines suivants : 
L ou D tryptophane, leucine, valine, isoleucine, alanine et phenyl- 
alanine. Parmi ces demiers, le L- tryptophane, la L-isoleucine et 
la L-alanine se sont r^vdl^s plus particu lier ement int^ ressan ts . 

Parmi les derives d 'esters peptidiques, les composes 
pr^feres repondent ^ la formule II dans laquelle n=2 et les acides 
amines sont choisis dans la liste mentionn^e ci-dessus, suivant 
n'importe quelle sequence. 

En ce qui concerne les propri^tSs pharmacologiques, il 
est pr^visible que de l^geres modifications de la structure du sque- 
lette peptide fourniront des composes d'activit^ comparable. 

En particulier, la presence d'un acide a-amin6 non 
natural (par example la norleucine, un acide a-amin^ N-monosubstitug 
ou un acide aminS a,a-dialkyle) fournirait des composes d'activit^ 
similaire contre un certain nombre de tumeurs. 

Pareils composes encrent done dans le cadre de la 
pr^sente invention. 

Les nouveaux di^riv^s bisindoliques de 1' invention sont 
obtenus a partir de la vinblastine par hydra z ino lyse, nitrosation puis 
couplage avec 1 'ester d'acide amin^ ou de polypeptide approprig. 

Lorsque I'acide amin5 ou le peptide conttent des group es 
fonctionnels dans la chains lat^rale (formule 11), comme la lysine 
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,l„„„,U en utUis3„c les ..cho.,. bi,n c„n„„., de L'no™. a. 1 _ 

,,„.S,.r. pa. le greffas. d ■ „. e""Pe benzyle, .-bu„U, beo.yloxy- 

carbonyle. t-buco,:ycatbor,y Is . tritluoroacetyla ou trityle. 

.,e„ co.n.s an .hl..e pep.idi,u. peuven. Sr„ avan^a^eus^an. .t.U.a, . 

Selon le procede „antionna cl-dassus, Us co.pose, 
,„.va„. IHnvenc.an pa^van. I.re ab.enu, . pa„i. da U -"blasUne, 
.a .anU.a cU.s.,oa, pa. Hyd„..nolysa auW.a da 

„„p,a,a avac I'a^.ar d'aalda a„i„d o. da p.p.ida aalon la .chc^ 

r^accionnel I 



15 




OCOCH. 



OH 



COOCH. 




HCl 




HO C-N. 



20 



ester d'acide 
amine ou de 
polypeptide 



25 



HO ,C- 



OH 

H 

CN-C-CO)-OR^ 
H 



1^6 



La pre.iira Suapa conslate i additionnar un axc5. 
..byd«zina anbyd.e . una aol.cion da vlnbUatlna baaa .an. La c.tba- 
30 nol a„byd.a. La „.Un,e ..ac.ionnal e,. a.p„ aban... soaa a.„.pb a 
pandan. U . 30 beu.a, . .ne ».p..a.„ — ' 

► .,£^^i-nre sera mainCenue vers 60 C, i.e cemps 
70°C. De preference, la temperature sera 

de reaction ^tant aLors de 24 heures. 



preparative (silice ut^-^Lr 



BNSOOCID: <£P 0041»36A1 1 > 



10 



0041 935 



Lors de la deuxieme *^tape, la fonccion hydrazide de la 
vinblastine modifi^^e est transforiB^e en azoture d'acide. Cette trans- 
formation est effectuee de rnani^re connue, par addition de nitrite de 
sodium a I'hydrazide en solution dans un [nt§lange eau-methanol-acide . 

L*acide utilise peut etre 1 'acide chlorhydrique . 
La temperature de reaction est maintenue entre 0 et 
5°C. Apr^s extraction par un solvant aprotique non soluble dans l*eau, 
de pr^f^rence le chlorure de methylene, la phase organique est par- 
tiellement concentr^e. 

L'azoture d*acide lui-meme n'est de prdf^rence pas 
isol^j mais directement mis en presence de 1 'ester d*acide amind ou 
de polypeptide ou, le cas ech^ant, le d^riv^ cor res pondant prot^g^, 
en solution dans le chlorure de m^thyl^ne. 

La quaatit^ d 'acide amin^ mise en oeuvre est de 1 a 
15 5 Equivalents de vinblastine carboxazide, 

Le milieu r^actionnel est maintenu entre -3 et 4-10°C 
pendant 8 k 72 heures, le plus souvent environ 15 heures . La reaction 
est facilement suivie par chroma tographie sur couche mince. Apr^s 
concentration, on isole le compost de 1' invention II qui peut etre 
20 transform^ en sulfate ou un autre sel d 'acide mineral ou organique 
par cris ta llisat ion h partir d'une solution m^thanolique de I'acide 
corres pondant , 

Les composes de I 'invention sont purifies en utilisant 
les techniques bien connues de chroma tographie et de recris tallisation, 

25 Le cas ^ch^ant, le d^riv^ de d^3ac^tyl-0-4 vinblastine 

ainsi obtenu peut etre r^ac^tyl^ soit directement pour donner le 
d^riv^ de la vinblastine II dans lequel R^=COCH^ (J, Med. Chem. 22, 
391, 1979) ou par formation pr^liminaire du d^riv^ diac^ toxy-3 , 4 
suivie d'une hydrolyse selective du groupe acEtoxy en position 3, Le 

30 groupe hydroxyle en peut §tre, de mani^re connue en soi, est^rifi^ 
par d'autres d^riv^s actives d'acides comportant de 2 ^ 9 atomes de 
carbone . 

La pr^sente invention s'^tend dgalement aux applica- 
tions Indus triel les et notamment pharmaceu tiques des composes bisin- 
^5 doliques nouveaux. 
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Les composes de 1' invention presenCep.c en parCiculier 
des proprUtes an.U..orales parCicuLiere.eat: in res san .es eC suscep- 
CibLes d'etre utilisees ea cherapeuC ique humaine. 

Ces derives d'acide amin^ psuvent eCre, en particulier, 
5 utilises p.ur le crai.e.enc des leuce.ies du .ype L 1210. P 388, de 
gLio.es, lv.phosarco.es et d'a.tres leucenies ou tu.eurs maLignes. 

Ea therapeucique humaine, ils sent utilises pour le 
.raite.ent de la .aladie de Hodgkin et pour d'au.res tu.eurs pouvant 
b.n.ficier d'un craitement avec la vinblastine, U vincristine et la 
10 viad^siae. 

ces composes peuvent egalemenC itre utilises en m^de- 
cine v^cerinaire poor le tra.ce.^t des tumeurs chez les anicnaux. 

D'aucrea applications th^ ra peutiques interessantes 
peuvent ecre envisag.es pour ces nouveaux d.riv.S d'alcalo.des bisin- 
15 doliqaes. U a en effet e t^ releve que la vinblastine pourrait etre 

utilisee dans le traite.eaC de certaines arthrites (brevet des Etats- 
Unis d-Ao^erique 4 208 411) et la vincristine pour le traite.ent 
ae psoriasis (brevet des Etats-Uais d'Wrique n= 3 749 784). L'activite 
anti-virale de certains alcaloides bis-indolique a egalement ete 

Pour le traltement des tumeurs malignes chez les ani- 
^ux, les activit.s chiu^oth^rapeutiques ont .t. testdes en utilisant 
les sels de sulfate des composes de I'inventioa. 

Des souris DBA^ femellea de souche Charles River France 
out .t. inocuUes par vole intraveineuse avec 10^ cellules leuC.iques 
p.ovenant d'une ascite leucen^que P 388 ou L 1210 de sept jours. Le 
.our 0 est le jour d ■ inoculation des cellules tu.orales. Le co.pos^ 
de 1-inveotion (sous for.e sulfate) est alors inject, par voie iatra- 
veineuse en solution dans 1 ' eau physiologique (NaCl 9/1000) suivant 

sche.>a en une injection (jour 1) ou le sch.n^ en trois injections 
(jours 1. 2 et 3). on calcule alors le MST (Median Survival Ti.e), 
jour ou la moiti^ des animaux sont tnorts . 

Ce calcul est effectu. la trenti&me jour. 
Le pourcentage d ' ILS (Increased Life Span) ou pourcen- 



20 



25 



30 



:<ST c3nL roles 



BNSOOCID: <£P_0O41»36A1J_> 



9 



0041 935 



Le aombre de souris survivant au trentieme eC au soixan- 
Lieme jour est egalement indique. 

A des doses trop toxiques, Le pourccntag^ d'lLS devient 
negatif, c'est-^-dire que les souris non traitees survivent plus long- 
temps que celles ayant ete injectees par la substance ant i turnora le . 

Dans certains cas, les ILS observes dependent de la 
variete de souris utilis(§e (DBA^ France ou Etats-Unis d 'Atne r iqu e ) , 

Les resultats obtenus sont a comparer k ceux observes avec 
la vinblastine (VLB), la vindesine (VDS) et la vincristine (VCR) dans 
le tableau I ci-apr^s. La superiority pharraacologique des composes de 
^invention est ainsi deniontrde (tableaux 11^ XI ci-apres). 

Le tableau II fournit les resultats obtenus avec 
quelques derives de la leucine naturelle. Les derives suivants ont 
ainsi et^ testes : 

VLE : N- (desacetyI-0-4 vinblas tinoy 1-23 )-L- leucinate d^ethyle 
VLM ; N-(dysacetyl-0-4 vinblas tinoy l-23)-L-leucinate de methyle. 

Le tableau III rassemble les resultats obtenus avec 
an derive de la D-leucine, en I ' occurrence le N- (desac^ tyl-0-4 vin- 
blas tinoy 1-23 ) D-leucinate d'ethyle (VDLE). 

Les resultats obtenus avec les derives suivants du 
L- tryptophane sont repris dans le tableau IV : 

V-Trypt E : N- (d^sacdty 1-0-4 vinblas tinDyl-23 )-L- tryptophana te 
d'dthyle, MST calculi ^ 30 et ^ 60 jours ; 

V-Trypt M : N- (desac^ tyl-0-4 vinblas tinoyI-23 )-L- tryptophanate de 
methyle . 

Le tableau V pr^sente les activit^s observ^es avec le 
d^rivd du tryptophana te d'^thyle de conf igura tion absolue D (VD Trypt E ) . 

Les tableaux VI k XI reprennent les resultats obtenus 
avec les composes suivants : 

VAE : N- (ddsac^tyl-0-4 vinblas tinoy 1-23 )-L-a lanina te d'^thyle (tableau VI) 
VPE : N- (d^sacety 1-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L- ph^nylalaninate d'^thyle 
(tableau VII) 

VILE : N-(dysacetyl-0-4 vinblas tinoy 1-23 )-L-i3oleucinate d'dthyle 
(tableau VIII) 

VILM : N- (ddsacytyl-0-4 vinblas t inoy 1-23 ) -L- is oleuc inate de methyle 
(tableau VIII) 
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WE : N-(desaceCyl-0-4 vinblaa tinoy 1-23 )-L-va 1 ina ce d'ethyle 
(tableau IX) 

V-Tyr E : N- ( d£sa ce Cy L-0-4 vinblas t inoy 1- 23 )-L- tyr osinat e d'echyle 

(tablt^au X) 

5 V-Val-Trypt E : N- ( de sace ty L-0-4 viablas tinoy 1-23 ) -L- va 1 iny 1-L- tryp to- 

phanate d'ethyle (tableau XI). 



TABLEAU I 

VINBI^STINE (VLB) 
P 388 



10 



20 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Mombr e 
d ' animaux 


HST 
max 30 j 


ILS 


> 30 j 


> 60 j 


4 
6 
8 


1 
I 
1 


10 
10 
9 


1 /. A 
L^, D 

15,6 
18,5 


45,8 
72,9 


0 
0 
0 


0 
0 
0 


VINDESINE 
P 388 


(VDS) 












Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d * animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 


2 
3 
4 
5 


1 
1 
1 

1 

; 1 


10 
10 
10 
10 
10 


13,6 
14 

14,8 
13,8 

! - 


27,1 
30,8 
38,3 
30,2 

32 


0 
0 
0 
0 

1 0 


0 
0 
0 
0 
0 


L 1210 












3 


1 


20 


8,7 


5 


0 


0 
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TABLEAU I Csuite2 

VINCRISTI NE (VCR) 
P 388 



5 



10 



Dose 


S chema 


Nombre 
d * aniaiaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


> 30 j 


>60 j 


0,5 
L 

3-, 5 
2 


1 
I 
1 
1 


10 
19 
20 
10 


11, 56 
12,32 

12, 78 
6 


4 
15 
19 
- 46 


0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 


L 12 1 


0 


0,5 
1 

2 


1 
1 
1 
1 


10 
20 
20 
10 


7,56 
7,91 
8,38 
8,67 


1 
5 
12 
16 


0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 






T A B L 


E A U I 


I 







DERIVES DE lA LEUCINE NATURELLE 

VLE 

P 388 





Dose 
mg/kg/ j 


Schema 


Nombre 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 




20 


1 


10 


16 


52,4 


2 


I 


20 


22 


1 


10 


20 


90,5 


4 


1 




24 


1 


20 


18 


65 


2 


0 




26 


1 


10 


17,5 


53,5 


1 


0 




28 


1 


10 


19,6 


71,9 


1 


1 




30 


1 


10 


21 


84,2 


2 


1 


25 


34 


1 


10 


6 


-48 


2 


I 




36 


1 


10 


5,4 


-53 


1 


1 




5 


1,2,3 


9 


14,5 


25 


0 


0 




6 


1,2,3 


10 


15 


29,3 


0 


0 




7 


1,2,3 


10 


14,2 


24,6 


0 


0 


30 


9 


1,2,3 


10 


5 


-56 


1 


1 




12 


1,2,3 


9 


4,8 


"59 


0 


0 



BNOXXJID: <EP_0041 ©36A1JL> 




0041 935 

L2 

TABLE A U II (suite) 



VLM 

P 388 





Dose 
mg/kg/j 


S cheraa 


N onib r c 
d 'animaux 


MST j 

max 30 j 


ILS 


S>^0 J 




5 


10 


1 


20 


16, 7 


41 


2 


1 




10, 5 


1 


10 


16,4 


53,3 


0 


0 




11 


1 


19 


17,7 


51 


2 


1 




11,5 


1 


10 


16,8 


57 


0 


0 




12 


1 


20 


17,5 


49 


3 


2 


LO 


12,5 


1 


30 


17,3 


49 


a 


3 




13 


1 


20 


20,5 


74 


7 


5 




15 


! ^ 


10 

1 


1 IB 


1 55,2 


4 


1 



L 1210 





10,5 


1 


10 


10,6 


24,7 


0 


0 


15 


11,5 


1 


10 


10,8 


27 


0 


0 




12,5 


1 


10 


10 


17,6 


0 


0 



TAB L E A U III 



VDLE 

P 388 



20 


Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d * animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 




6 


1 


10 


14,7 


26,7 


0 


0 




8 


1 


10 


17 


46,5 


2 


1 




10 


1 


20 


28,5 


146 


9 


2 




11 


1 


10 


16 


49,5 


1 


0 


25 


12,5 


1 


10 


30 


145,9 




3 



L 1210 
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TABLEAU IV 

V-Trypt-E 

P 388 





Dose 
nig/^g/ j 


Schema 


Nombre 
d * animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 




5 


20 


1 


10 


11,4 


43,9 


0 


0 




40 


1 


10 


17 


58,8 


5 


4 




50 


1 


20 


24,5 


117 


9 


5 




55 


1 


60 


41 


279 


39 


25 




60 


1 


100 


33 


202 


57 


36 


1 n 


65 


1 




22, 75 


114 


13 


9 




70 


1 


20 


6.5 


-39 


8 


5 




L 1210 














55 


1 


30 


11,8 


56 


0 


0 




60 


1 


30 


12,5 


65 


2 


2 


15 


65 


1 


30 


12 


62 


0 


0 




70 


1 


10 


12,3 


61,8 


1 


1 



P 388 (ILS calcule au jour 60) 



Dose 
tng/kg/ j 


S ch^ma 


Nombre 
d * animaux 


MST 
max 60 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 


55 


1 


30 


60 


457 


28 


16 


60 


1 


60 


36 


224 


52 


24 


V-Trypt-M 












P 388 












Dose 
mg/kg/ j 


Schema 


Nombre 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


>30 j 


>60 j 


30 


1 


10 


15 


33,9 


0 


0 


40 


1 


10 


16 


42,8 


0 


0 


50 


1 


10 


23,5 


199,8 


1 


0 


60 


1 


20 


26 


140 


7 


2 


70 


1 


10 


26 


145,3 


5 
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L ! 2 1 0 



50 


1 


10 


1 1,5 


47. A 


0 


0 


55 


1 


10 


12.5 


60.2 


0 


0 



VD-Trypt-E 
P 388 



TABLEAU 



10 



15 



20 



Dose 


S chema 


N ombre 
d * animaux 

t 


MST 
max 30 j 


ILS 


>3o j : 


' 

>60 j 


20 
30 
40 
50 
60 


1 
1 
1 
1 
1 


10 
10 
20 
10 
10 

t 


13,3 
15,8 
16,5 
22 
4,4 


18, 7 
41,4 
52 

107,5 
-60,7 


0 

1 
1 
1 
1 




L 121C 


) 




40 
45 


1 
1 


10 
10 


9.5 
10,5 


21 ,8 
34,6 


0 
0 


0 
0 






T A B L 


E A U V 


I 






VAE 

P 388 












Dose 


S ch^tna 


N ombre 
d ' animaax 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 


5 
10 

12,5 

15 

25 


1 
1 
1 
1 
1 


10 
10 

' 19 
20 
10 


14,8 

16,3 

16,2 

17 

19 


27,6 
40,5 
44 
46 

63,8 


0 
0 
1 
5 
2 


0 
0 
1 
4 
1 



30 



L L210 
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TABLE A U VII 

VPE 

P 388 





Dose 
fng/i^g/ j 


S chema 


Nombre 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 

% 


30 j 


60 j 


5 


10 


I 


10 


13 


12,1 


0 


0 




20 


1 


10 


14,4 


24,1 


0 


0 




40 


1 


10 


30 


158,6 


7 


7 




50 


L 


30 


13,6 


26 


10 


7 


in 


55 


I 


10 


14,6 


36,4 


1 


0 



L 1210 



15 



55 




10 


8,5 


0 


0 


0 


60 




10 


9 


13,9 


0 


0 


65 




10 


8,8 


3,5 


0 


0 


70 




20 


8,7 


13 


0 


0 


75 




10 


9,5 


25 


0 


0 
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TABLE A U V I 



VILE 

P 388 





Dose 
mg/kg/j 


S chema 


Nombre 
d * animaax 


MST 
max 30 j 


ILS 

% 


>30 j 


> 60 j 


5 


8 
9 


L 

I 


30 
20 


30 
30 


172 
179 


20 
12 


2 



L 1210 

















8 


1 


20 


11,57 


58 


0 


0 


9 


1 


10 


12,8 


68,4 


0 


0 



10 VILM 

P 388 



15 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 

7. 


> 30 j 


> 60 j 


3 
5 
6 
7 

9 


1 
1 
1 
1 

' 


10 

29 
69 
30 

10 


16,4 
18,2 
23,4 
30 

6 


41,3 

68 
115 
177 
-48,3 


0 

8 
25 
16 

4 


0 
3 
6 
5 


L 1210 












6 


1 


29 


11,2 


60 


1 ^ 


0 
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TABLEAU IX 

yvE 

P 388 



5 



Dos e 
mg/kg/j 


S chenia 


Nonabr e 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


> 60 j 


5 
10 

12,5 

14 

15 

17,5 
25 


I 
1 
1 
1 
1 
1 
1 


10 
10 
10 
20 
39 
9 
10 


13,6 
17,8 
21 
21 

23,5 
8,4 
6,5 


53,4 
82,6 
98 

10 7 

-22, 2 

-44 


0 
0 
2 
3 
14 
0 
0 


0 
0 
0 

4 
0 
0 


L 1210 


15 


1 


19 


11,4 


61,9 


0 


0 






TAB 


L E A U 








V-Tyr E 

P 388 














Dose 
nig/kg/j 


S chema 


N ombre 
d ' an imaux 


MST 
max 30 j 


ILS 

% 


> 30 j 


>60 j 


20 
40 
50 
60 
70 


1 
1 
1 
1 
1 


10 
10 
10 
10 
10 


13,9 
16,4 
16 
16 
5,4 


29,9 
53,3 
49,5 
49,5 
-49,5 


0 
1 
1 

3 

0 . 


0 

1 
1 

2 
0 



TABLEAU XI 

V"Val-Trypt E 
25 P 388 



Dose 


Schema 


Nombre 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7o 


>30 j 


>60 j 


15 


1 


10 


26 


132, 1 


. 3 


0 


25 


1 


10 


27,5 


145,5 


3 


2 


35 


I 


19 


27,5 


154 


8 


4 


45 


I 


10 


30 


183 


8 


4 


50 


1 


9 


27,5 


145,5 


4 


3 
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TAB LEAU XII 
P 383 injectee par la vote intra per i t onea le 
BDFL femelles Charles River, France 



5 


Produ i t 


Dose 
mg/kg/ j 


Schema 


N ombre 
d ' animaux 


MST 


ILS ^' 


\ 

Pourcentage de 
survivants au 
]ouT 30 


nombre total 
d ' animaux 




VCR 




L 


11 


15,6 


64,2 


0 


10 


V-Trp-E 


50 


L 


10 


22 


131,6 


1 




V-Trp-E 


60 


1 


1 


31 


226 


6 




V-Trp-E 


80 




I ^° 


21,5 


126,3 


0 



Chez des souris BDFl femelles. Des souris BDFl femelles resolvent 10 
15 cellules Leuc^miques au jour 0. 

Au jour 1, les produits sont administres par voie i.p. aux doses pr€- 

cisSes . 

MST * = Median Survival Time = jour moyen de survie 
7. ILS * = Increase in Life Span = % d ' augmentation de la duree de 
20 survie. 

" Lewis LunR Carcinoma" (3LL) 

1,L X 10^ cellules tumorales sonc injectees intramus- 
culairement dans' la patte postSrieare droite de souris C57B1 femelles. 

Les drogues sont administr^es par voie intraveineuse 

25 suivant un schdma en 3 injections. 

Les animaux scat sacrifies le 23e jour apr&s la greffe. 
Le poids de la tumeur primaire est estimfi en grao-^es ; les metastases 
pulmonaires sont comptdes et leur diam&tre .esur.. Le poids des metas- 
tases est lvalue en supposant qu'il s'agit de spheres de density dgale 
30 a 1 ; le nombre de souris sans m^tastase est ^galement relevd. 

Le tableau XIII reprend les rfisultats obtenus. Les 
produits presentent une activite sur la tumeur primaire. 



: re 3 . 
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TABLE A U XIII 



P r odu i t 


Dose 
nig/tcg/ j 


Nombre 
ue souris 
dlsseqiitSes 


Poids de 
La Lumeur 

(8) 
X cT 


Poids d e s 
rae tastases 
(mg) 

X 


Norabre moyen 
de 

me tas tas es 
X CT 


MLJubre de 
souris 
sans 
metastHse 






20 


9,64 0,916 


27,61 54,53 


28,4 15,22 


0 


VDS 




22 


5,72 0,698 


0,40 0,91 


13,68 7,49 


0 




50 


21 


4,83 0,868 


0,047 0,038 


4,58 2,83 


2 



Des souris C57B1 feoielles resolvent, au joui^o 1,1 x 10^ cellules tucno- 
10 rales par voie in t ramus cu la ire . Aux jours I, 8 et 15, les drogues sont 
adminiscrees aux doses indiqu^es. Le 23e jour les souris sont sacri- 
fiees ; la tumeur pritnaire est pesee, les metastases pulmonaires sont 
numerotees et leur diametre est mesur^. 

Les activites ant i tumora les rassemblees dans les 
15 tableaux I a XII confirment 1 'efficacies inattendue des derives 

d'acides amines de la presente invention. La plupart des derives se 
r^velent ef f ectivement etre superieurs a la vindesine, tant pour les 
tumeurs injectees par voie i.v. que par voie i.p. (tableau XII). 
L'activite exceptionne 1 le de ces derives sur les tumeurs L 1210 est 
20 demontr^e. 

II y a lieu de noter que, parmi les tumeurs experimen- 
tales actuellement accessibles, la leucemie L 1210 est reconnue comme 
^tant une des tumeurs expS rimenta les les plus s igni f ica t ives pour la 
selection de medicaments antitumoraux chez I'homme. 

tableau XH1 reprend les resultats obtenus 4 1 'occa- 
sion d'un test antimStastasique. L'activitg du d^rivS VLB-Trypt-E se 
r^v&le trfes superieure a celLe de la vindesine. L'efficacitS sur la 
tumeur pritnaire est en outre comparable a celle de la vindesine. 

On notera en particulier l'activite exceptionnelle du 
30 sulfate de N- (d<5sacgtyl-0-A vinblastinoyI-23) tryptophanate d'ethyle 
qui a foumi ua ILS calculi a 60 jours (P 388) de 457Z avec la moitiS 
des souris survivant plus longtemps. La dose optimale se situerait 
alors aux environs de 60 mg. Par contre, les d^riv^s d'acides amines 
qui one ^td testes sous la forme amide ou acide ne presentent que des 
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20 
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accivicds faibles ou non s ignif ica t i ves . Ces d^rivds peuveat cependant 
ecre utilises comme in ce rm^dia ires utiles pour I'obtention d'autres 
alcalo-Edes bisindoliques tres actifs. 

En general, les composes de 1' invention se sont r^v^lea 
ecre beaucoup moins toxiques que les alcaloldes Vinca actuellement 
utilises en therapeutique anticanc^reuse. La dose l^tale 50 (DL^^) de 
la VI.E a ete dSterminee en atilisant des souris fe-neUes de souche 
Charles River CD^ et pesant au moins 24 g. La .n^thode de calcul de 
Litchfield et Willcoxon fournit une valeur de DL^^^ de 32 mg/kg. 

Les doses correspondantes pour la vinblastine et la 
vind^sine soat respectivement de 24 n.g/kg et environ 11 cng/kg. On 
a not6 en particulier contrairecnent aux cas de la vinblastine et 
de la desac^tyl vinblastine, I'absence de toxicity h^patique 3 des 

doses de 20 a 40 tng/kg. 

Les toxicity aigues du V-Trp-E et du VILE ont €t€ ega- 
lement determia^es sur des souris NMRI feo^elles. Les valeurs suivantes 
ont ^t6 obtenues : V-Trp-E : 100,8 mg/kg, VILE : 17,7 mg/kg a comparer 
avec les valeurs correspondantes de la vinblastine et de la vind^sine, 
c'esc-a-dire res pectivement 27.4 et 13,8 mg/kg. Le V-Trp-E est done 
nettement moins toxique que U VLB ou la VDS . 

Pour leur application th^rapeutique , les composes de 
I'invention g ventuellement sous forme lyophilis^e, j p e uven t etre 

par exemple par , ^ ^^^s 1^ forme d ' une base ou 

nh ;^rmaceu t iq uement acceptaDie, ^ u u i. cl ^^-ui^ 
d'un sel d'lddition d ' un acide pharmaceut x quement acceptable. 
Parmi ces sels d'addition, on preferera les sels non toxxques 
tels que les sels d'acides mindraux comme I'aclde chlorhydrique, 
I'acide phosphorique et I'acide sulfurique, ou d'acides organiques 
comme 1 'acide acc5tique, propionique, succinique, tartrique, oxalique, 
n^sthanesulf onique, benzfenesulf onique . 

L'eau physiologique ou d'autres solutions salines taca- 
ponn^es, par exemple avec un phosphate, sont des solvanta appropri^,. 
D'une manifere g.n.rale, ces composes peuvent itre utilises en s ' ins- 
35 pirant des techniques et des limitations qui sont connues pour les 

■ ■ - T a ■=! f» 
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La substance active est genera L e men t admin is tree h une 
posologie pouvant varier de 0,01 tag 2i environ 5 rag/kg, en fonction du 
derive utilise e t du s c h e ma t h e r a p e u t i q u e a d o p 1 15 , L e s doses h e b d otna - 
daires Lotales varieront ge ne ra I emen t de 0,1 mg il environ 35 mg/kg. 
5 Les compositions selon L'invention sont prdsentees sous 

des formes d ' a drain is era t i on contenant le principe acCif a La dose uni- 
taire de 2 k 900 rag. 

Les composes de I'invention peuvent etre utilises seuls 
ou en combinaison avec un ou plusieurs agents ca rcinos ta t iques incluant 

10 par exempLe les agents alkylants, les antimetabolites tels que le 
methotrexate, le f luoro- 5- uraci le, la mercapto-6 purine, la thio-6 
guanine, les arabinosides de la cytosine et les ant ibio t iques tels que 
1 ' ac tinomycine la daunorub icine ^ 1 ' adr iamycine^ et le cis-diamino- 
dichloro-pla tine . En particulier, ces nouveaux derives de la vinblas- 

15 tine peuvent etre utilises en association entre eux. 

Les exemples suivants illustrent de maniere non limita- 
tive le procede conduisant aux composes de I'invention. 
Mode opdratoire general pour I'obtentlon de derives N- (desacetyl-Q-4 - 
vinblastinoyl-23 ) d'acides amines . 

20 1 g (1.3 10 M) de descarbome thoxy-3-desac^tyl-0-4 

vinblastine carboxhydrazi de- 3 est solubilis^ dans 23 ml de methanol 
absolu et 74 ml d'acide chlorhydrique IN. Cette solution est alors 
refroidie ^ -10°C et 207 mg de nitrite de sodium y sont ajout^s en 
une fois. 

25 Le melange reactionnel est abandonn^ alors pendant 10 

i 30 minutes ^ 0°C. Apres un controle par chroma togra phie sur couche 
mince, le milieu reactionnel est alcalinise 3l pH 8, 5 a -10°C, par une 
solution satur^e de bicarbonate de sodium. 

La solution alcaline est extraite a 0°C avec son propre 

30 volume en chlorure de methylene refroidi ^ O'^C jusqu*^ obtention d'une 

reaction de Meyer negative sur la phase aqueuse. Les phases organiques 

sont rassemblees. stSchees sur Na^SO, et filtrees ^ 0°C, 

2 ^ -3 

On y ajoute alors 1.43.10 M (1,1 Equivalent) de 
1 'ester amin^ retenu et on concentre sous vide jusqu'^ un volume de 
35 4 ml environ. Cette solution est alors conserves pendant 24 ^ 48 h a 
4°C. L'dvolution de la reaction est suivie par la chroma togra phie sur 
couche min ce . 
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La solution est alors tiree a sec et fournit 1,05 g de 
produit de coupLage brut qui est quasi unitache a La chroma tographle 
sur couche mince. 
Purification. 

Le rcsidu sec obtenu ci-dessus est plac(§ sur une 
colonne de gel de silice eC elu^ avec un a>61ange ^ther-m^thanol 

sature en ammoniac 967o + 47». 

on recueiUe des fractions de 10 ml et on les teste en 
chromatographie sur couche mince. La revelation se fera A la ninhy- 
drine (acides amines) et au cerique (alcaloTdes) . 

Lorsque les acides amines sonc passes (ninhydrine -), 
on ^lue encore avec 100 cm^ du solvant employe avant de le changer par 

un melange 92% - 87=,. 

L'alcalolde couple a I'acide aminS est alors rScoite 

15 (cerique +) . 

Les fractions identiques sont rassemblSes, concentr^es 
a sec au Rotavapor, reprises aa chlorure de methylene, s^ch^es sur sul- 
fate de sodium, filtries et ^vapor^es a sec. La mousse obtenue est 
l'alcalolde dimere couple avec I'acide an^ine tout pur dont les donn^es 
20 physico-chin^iques seront faites sur une partie aliquote. Le restant 
sera directement transforms en sulfate. Lea rendements en base des 
diffSrents derives sont donnes a titre indicatif et susceptible d 'aai6- 
lioration. 

Preparation dy_sulfate. 

^"base amorphe (mousse) obtenue ci-dessus est reprise 

dsns 20 fois son poids en ^thanol, 

A cette solution, on ajoute alors, trfes lentement et 
sous Vive agitation, 2 Equivalents d'acide sulfurique provenant d'une 
solution 27= H^SO^/gS?. dthanol anhydre. (0,484 4quiv^leat/litre) . Apr^s 
I'addition des 2 Equivalents, on laisae encore agiter pendant une 
demi-heure avant de concentrer sous pression r^duite. Par addition 
d'Ether sulfurique anhydre, sous vive agitation, le sulfate du derivE 
engag. pr.cipite. Filtration et s.chage sous vide a 10°C fournissent 
^ . - ' r r^^r^^ :^ 1 ' o m p 1 o i , 



25 



30 



ree de ccll^ nropos^e pa i l.'^ .-.t:.. r 
aspiciospermidine (Expe r lenti la 21, 508, 1965) 
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Exemple 1 : 

Preparation de la vinblastine (VLB) base 

A une solution de 1,5 g de sulfate de V^B (1.65.10~^M) 
dissous dans 15 cc d^eau distillee, sont ajoutes succes s ivement 
sous vive agitation, 15 cc de chlorure de methylene ainsi que 
1,5 cc d 'animoniaque concentree. Apres cinq minutes, le melange 
est decante et la phase aqueuse extraite avec encore 3 x 1 5 cc de 
chlorure de methylene, Les phases organiques rassemblees sont 
lavees avec 2 x 40 cc d'eau desionisee, sechees sur sulfate de 
sodium anhydre puis evaporees a sec au rotavapor. On recueille 
ainsi 1,32 g de VLB base (99 %) . 

Preparation de la descarbome thoxy-3-desace tyl-O-A vinblastine 
carboxhydrazide-3 (VLH) 

A une solution de 1 g de VLB base (1.23 IO~~^M) dans 
7 ml d*ethanol anhydre, on ajoute 14 ml d'hydrazine anhydre et 
7 ml d'ethanol anhydre. Le melange reactionnel ainsi forme est 
maintenu vingt heures a 60°C. 

Apres ref roidissement , on ajoute 28 ml d'eau saturee 
en sel et on extrait avec un meme volume de chlorure de methylene 
jusqu'a obtention d ' une reaction de Meyer negative sur la phase 
aqueuse acidifiee. 

Les phases organiques sont sechees sur MgSO^ et 
evaporees a sec sous pression reduite. 

L'hydrazide obtenu avec 88 % de rendement (0,760 g) 
25 est unitache en chromatographie sur couche mince, 

Exemple 2 : 

Synthese de la N- (desace tyl-0-4 vinblas t inoy 1-23) -L-leucinate 
d'ethyle (VT£) 

A une solution de 275 mg (3,58 10~^M) de 0-4 desacetyl 
30 vinblastine hydrazide dans 7 ml de methanol anhydre et 20,5 ml 

d'HCl IN, refroidie prealablement a 0°C, on ajoute 58 mg de 
nitrite de sodium. 

On laisse agiter pendant 25 minutes avant de revenir 
a un pH de 8,5 par addition d ' une solution de bicarbonate de 
35 sodium a 5 %. L'azoture forme est extrait au chlorure de methylene. 



20 
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La phase organique est sechee sur MgSO^ et fiUree. On y ajoute 
alors 68, A de leucinate d'ethyle (A.29.10 M) et on coacentre 
sous vide, jusqu'a I'obtention de 4 ml environ. 

Cette solution est alors laissee pendant 24 heures 

au ref rigerateur . 

La reaction etant alors terininee. on ajoute 50 ml de 
chlorure de methylene et on lave plusieurs fois avec le meme 
volume d'eau den^ineralisee puis une fois avec une solution saturee 
en NaCl. 

Les phases organiques sonC sechees sur MgSO^, filtrees 

puis evaporees sous vide. 

. _ . . J- ^^^A,^At- KT-nf ^nxauels on 
On recueilie amsi jjuu t^- 

aioute 0,035 g de H^SO, en solution dans 1 ml de methanol anhydre. 

Le sel forme est precipite a I'ether. 

Le precipite est lave dix fois avec 50 cc d'ether 

diethylique anhydre- 

Le residu, 183 mg (57 7.) ne contient que du sulfate de 
VLE pratiquement pur et exempt de leucinate d'ethyle. 

Apres liberation des bases, ces dernieres peuvent etre 
chromatographiees sur gel de silice (10 g de SiO,) et eluees avec 
50 cc d'ether/MeOH-NH3 sat. (92 %/8 7.) puis 250 ml d • ether/MeOH-NH3 
(85 %/15 Z). La VLE est obtenue pure en tete du second eluat. On 
recueille ainsi 49 7. de VLE purifi€e soit 152 mg de base. 
Proorietes phy sico-chimigu es de la VLE 
Point de fusion : \69°C 

fajT^ ^"^^3 60" 
c - 0,35 

Spectre ultraviolet (MeO H . X max. nm, log e ) . : 
221 (4,62) ; 267 (4.15) ; 287 (4.02) ; 295 (3,99). 

Spectre infra-rouge (KBr, cm )_ : 

3470, 2960, 2880, 1735, 1665, 1610. 

- . ^ ^ r .-) c c p m / e , *^ ) * 



BNSOOCID; <£P 0041ft36A1 I > 



0041 935 

25 



Spectre de resonance magne tiq ue nucleaire (H , CDCl^, pp^t 360MHz) : 
9,66 (IH, bs, C^^-OH) ; 8,20 (1H,s,N'°'h) ; 7,52 (lH,d) ; 
7,15 (3H,m) ; 6,56 (!H,s,C^-H) ; 6,05 (lH,s,C*^-H) ; 

5,86 ( lH,dd,c'''-H, J 14-15 = 12 ; J14-3 - 3,6 ; 5,78 (lH,d,C^^-H) ; 
5 4,69 (lH,m,CH(NfHR)CO-) ; 4,2 (2H,q,0CH, CH^) ; 4,18 (1H,C,C*^-H) ; 
3,77 (3H,s,0CH ) ; 3,66 (3H,s,0CH ) ; 3,47 (lH,s,C -H) ; 
2,77 (3H,s,N -CH^) ; 0,92 (12H,m,-C + C isopropyl). 

Example 3 : 

N-Cdesace tyl-0-4 vinblas tinoy 1-2 3) -L-leuci.nate de methyle (VLM) 
10 En appliquant le mode operatoire general de la page 21 

on obient la VLM avec un renderaent de 68 %. 
Proprietes phy s ico-chimiques de la VLM 
Point de fusion : 172°C 

CHCl^ . 

c = 0,27 

1 5 Spectre ultraviolet (CH^OH, X max, nm, log e) : 

220 (4,61) ; 267 (4,15) ; 287 (4,03) ; 294 (3,98). 

Spectre infra-rouge (KBr, cm S ' 

3475 ; 2960 ; 2880 ; 1740 ; 1680 ; 1615. 

Spectre de masse (m/e, %) : 
20 910 (25) m'^+28 ; 896 (78) M^+14 ; 883(26) M^+1 ; 882(36) ; 

850 (29) ; 836 (41) ; 822 (100) ; 708 (15) ; 681 (56) ; 650 (78) ; 

570 (70). 

Spectre de resonance magnet ique nu cleaire (CDCl^,ppm, 60 MHz) ; 
9,21 (IH,s,C^^-0H) ; 8,1 ( 1 H , s ,N ' "^-H) ; 7,53 (lH,m) ; 7,23 (3H,m) ; 
25 6,63 (lH,s,C^-H) ; 6,13 ( 1 H , s , C ^ '^-H) ; 5,86 (2H,m,c''^-H + C*^-H) ; 

3,83 (3H,s, -OCH ) ; 3,80 ( 3H , s , -COOCH ) ; 3,63 (3H,s,-0CH ) ; 

a 1 8 1 8 * 

2,8 (3H,s,-N -CH^) ; 0,96 (12H,m, C + C +. isopropyl) , 

Exemple 4 : 

N- (de sacety 1-0-4 vinblas tinoy 1-2 3) -L-leuci nate de n-butyle (VLn-But) 
30 En appliquant le mode operatoire general de la page 21_ 

on obtient la VLn-But avec un rendement de 58 %. 
Proprietes phy s ico-chimiques de la VLn-But 
Point de fusion : 158**C 
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CHCl 

, . 0,26 ''^ 
^ _Pr rre uUraviolet (CH ^OH. X max. nm, log t ) : 
220 (4,66) ; 266 (4,21) ; 289 (4.08) ; 296 (4.03). 
Spectre infra-rouse (KBr, cm ) : 
3470, 2960, 2880, 1740, 1670, 1615. 

Spectre de masse (m/e, %) : ^ 
952(5) M^28 ; 938(31) M%14 ; 924(12) ; 923(15) M-1 ; 
891(13) ; 863(36) ; 835(5) ; 821(11) ; 708(33) ; 650(81) ; 
5 70 ( 100) . 

^^^^r^tre ^ resonance magnetigue nucl eaire(CDCl^,,ppmi60?g£). = 
9.6 (lH,s.c'^-0H) ; 8,06 (IH,s,N'^-H) ; 7.5 (lH,m) ; 7,2 (3H,m) ; 
6,63 (1H,S,C^-H) ; 6,1 (IH,s.c'^ -H) ; 5,86 (2H.m,C--H . C--H) ; 
4,2 (2H,t,-C00-CH2) ; 3,83 (3H, 3,-0013) ; 3,63 (3H,s.-OCH3) ; 
2,8 (3H,s,-N-CH3) ; 1 ( ISH.m.-c'^^ ^ c' H3 ; CH3 du butyle ; 
15 CH^ isopropyl). 
Exemple 5 : 

^^^,..s..^-a-U vinblastinoyl-23)-L-leucinate d ' octyle_(yLzgctyll 

En appliquant le mode operatoire general de la page 2X 
on obtient la VL-octyl avec un rendement de 48 %. 
Proprietes physico-chimiques de la VL-Octyl 
Point de fusion : 145°C 
CHCl- 

c = 0,33 = 

Spectre ultraviolet (CH ^nH. X max. nm. log e ) : 
8,62 mg/1 

217 (4,69) ; 265 (4,14) ; 289 (4,01) ; 295 (3,95). 
Spectre infra-rouge (KBr. cm ) : 

3460 ; 2940 ; 2920 ; 2870 ; 1735 ; 1665 ; 1610 ; 1500 ; 1455. 
wrtre de resonance magnetigue nucle aire (CDCl .^,pp^^_ig^«zl : 
9.6 (iH,s,C>^-OH) ; 8,1 (.H,s,N'-H) ; 7,55 (lH,m) ;J,23 (3H,m) ; 
6,5 (lH,s,C^-H) ; 6,12 (IH.s.c'^-H) ; 5.90 (2H,m,C -H * C -H) ; 



30 
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1,33 (10H,ni, massif octyl + CH^ + CH^ ) ; 1 ( 1 5H ,m , mas s i f octyl + 
Exemple 6 : 

N- (d esacetyl-0-4 v inblas t inoy 1-2 3) -D- Iguc inat e d'ethyle (TOLE) 
5 En appliquant le mode operatoire general de la page 23-, 

on obtient la VdLE avec un rendement de 74 % . 
Prop rietes phys ico-chimiques de la VDLE : 
Point de fusion : ^ 1 8 1 °C 
CHCl 

,0 c = 0,28 = 

Spectre ultraviolet: (methanol, X max, nm, log c ) : 

220 (4,67) ; 226 (4,20) ; 288 (4,11) ; 295 (4,02). 

Spectre infrarouge (KBr, cm S 

3460 ; 2960 ; 2880 ; 1735 ; 1665 ; 1605. 
1 5 Spectre de masse (m/e %) : 

924(14) m''+28 ; 910 (32) ; m'^+U ; 897(38) m"^+1 ; 896(66) m"" ; 

863(28) ; 835(43) ; 709(43) ; 651(81) ; 570(100). 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl ^ , ppm , 60MHz ) : 

9,6 (lH,s,c'^-OH) ; 8,16 ( IH , s ,N ^ "^-H) ; 7,66 (lH,ra) ; 7,26 (3H,m) ; 
20 6,7 (m,s,C^-H) ; 6,16 (lH,s,C^^-H) ; 5,90 (2H,m,C*'^-H + c'^-H) ; 

4,26 (2H,q,-C00CH_) ; 3,83 (3H,s,-0CH„) ; 3,66 (3H,s,-0CH ) ; 

rt 18' 
2,90 (3H,s,-N -CH ) ; 1,3 (3H,t,-(C00CH -CH ; 0,96 (12H,m,C H + 

18 ^ -J J 

C + isopropyl) - 

Example 7 : 

25 N-(desacetyI-0-4 vinblasti noy 1-23) -L-serinate d'ethyle (VSE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 2X, 
on obtient la VSE avec un rendement de 35 %. 
Proprietes phys ico-chimiques de la VSE : 
CHCl 

30 c = 0.7 

Spectre ultraviolet (MeOH, X max, nm, log £ ) : 
215 (4,76) ; 266 (4,31) ; 288 (4,20) ; 297 (4,15). 
Spectre infrarouge (CHCl^, cm ^) : 

3460 ; 3400 ; 2965 ; 2935 ; 2880 ; 1730 ; 1665 ; 1605. 
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Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl , ppm , 60b Mz ) : 
sTlTTlH.s.N^'-H) ; 7,9 (lH,d,-OH) ; 7,52 (lH,m) ; 7,20 (3H,n,) ; 
6,63 (lH,s,C^-H) ; 6,1 (lH,s,c'^-H) ; 5,9 (2H,m,c"*-H + c'^-H) ; 
4.3 (2H,q,-COO-CH2-) ; 3,83 (3H,s,-0CH^) ; 3,66 (SH.s.-OCH^) ; 

2,67 (3H,s.-n'^CH ) ; 1,34 ( 3H , c , (-COO-CH^) CH^) ; 

18' 18 
0,95 (6H,m,C + C H^) . 

Exemple 8 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyI-23) -L-glutamate d'ethyle (VGE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 2% 
on obtient la VGE avec un rendement de 55 %. 
Pro prietes phys ico-chimiques de la VGE : 
Point de fusion : 149°C 
CHC1„ 

ra;D _J : 59° 

Spectre ultraviolet (MeOH, lOmg/1, X max, nm, log £ ) : 
219 (A, 46) ; 269 (3,94) ; 288 (3,80) ; 296 (3,76). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460 ; 3395 : 2960 ; 2920 ; 2870 ; 1730 ; 1665 ; 1610 ; 1500. 
Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCU ,ppm, 6OMH2) : 

9.63 (lH,s,c'^-OH) : 8,10 (lH.s,N^'-H) ; 7,6 (IH.m) ; 7,16 (3H,m) ; 

6.64 (lH,s,C^-H) ; 6,07 (lH,s,c'2-H) ; 5,83 (2H,m,c"'H + c'\) ; 
4,23 (2H,q,-C00CH2-) ; 4,16 (2H,q,-C00CH2-) ; 3,8 OH.s.-OCH^) ; 
3,64 (3H,s,-0CH3) ; 3.5 (IH.s.C^ -H) ; 2.8 (3H.s,-n"cH3)^; 
1,33 (3H,t,-CH3) ; 1,26 (3H,t,-CH3) ; I (6H,m.c'^H3 + c' H3) . 
Example 9 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-phenyl-a laninate d'ethyle (VPE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 
on obtient la VPE avec un rendement de 66 7.. 
Proprietes phys ico-chimiques de la VPE : 
Point de fusion : 154''C 

30 

c = ',2 = 



15 
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Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3560 ; 3460 ; 3400 ; 2860 ; 2830 ; 1730 ; 1650 ; 1610 ; 1500 ; 1455. 
Spectre de masse (m/e, %) : 

958(17) ; 944(41) ; 930(35) ; 871(64) ; 651(41) ; 588(41) ; 
5 571(53) ; 401(100). 

S pectre de resonance magnetique nucleair e (CDCl ^ , p pra, 360!IHz ) : 

9,48 (lH,bs,-C*^-OH) ; 8,1 (lH,s,N^-H) ; 7,6 (lH,d) ; 7,5 (lH,d) ; 

7,3 a 7,02 (7H,in) ; 6,6 (lH,s,C^-H) ; 6,1 ( IH , s ,C ^ ^--H) ; 

14 IS 15-14 14-3 

5,87 (2H,m,C -H + C -H) (J - 1 2Hz ; J -8,6Hz) ; 

10 0-C 

4,9 (lH,m CH-) ; 4,16 ( 2H , q ,C0O-CH^ ) ; 3,8 (3H,s,-0CH^) ; 

y 2 3 

NHR 

3,56 (3H,s,-0CH ) ; 3,43 (m,s,C^-H) ; 2,74 ( 3H , s , n'^-CH ) ; 

18' 18* 
1,20 (3H,t,-CH^ (ester)) ; 0,97 (3H,t,-C H^) ; 0,88 (3H,t,-C H^). 

1 5 Exemple 10 : 

N-desacetyl-0-4 vinblas t inoy 1-23) -L-isoleucinate de methyle (VILM) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 

on obtient la VILM avec un rendement de 66 %. 

Proprietes phys ico-chimiques de la VILM 

20 CHCl^ 

[a]x> : ^ 66" 

C = 0, 135 

Spectre ultraviolet (MeOH, X max, nm, log c ) : 
225 (4,55) ; 266 (4,18) ; 288 (4,05) ; 295 (4,00). 
25 Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl^, 360MH2) : 

9,48 (bs, 1H,C^^-0H) ; 8,03 (s,lH,NH) ; 7,51 (m,2H) ; 

7,23-7,06 (m,2H) ; 6,58 (s,lH,C^-H) ; 6,20 (s,lH,C^^-H) ; 

14 15^14 14-3 IS 

5,85 (dd,lH,C -H ; J - 1 2Hz ; j'^ ^-3,6Hz) ; 5,78 (d,lH,C*^-H) ; 



4,62 (m,lH C ) ; 4,17 (dJH) ; 3,77 (s,3H,C00CH ) ; 

30 H-^ COOR 

3,75 (s,3H,C00CH ) ; 3,6 (s,3H,-0Me-) ; 2,73 ( s , 3H , N^'-CH ) ; 

2 1 18 18' 

2,58 (s,lH,C -H) ; 0,92 (m, 1 2H ,C H^-C H) . 
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JLxemp le JJ^ *. 

N-(desace tv^02i^_^inb L as tiinoy 1-23) -L-tyros inate d'ethyle (V- Ty^_^ 
En appliquant le mode operacoire general de la page 23, 
on obtient la V-Tyr E avec un renderaent de 48 %. 
5 P rop r i etes__phy s ico-chimLques de la V-Tyr E 

r CHCl /I/O 

fa]X) 3 : 64 

c = 0, 1087 

Sp ectre ultra-violet: (CH^OH, X max, nm, log £ ) : 
227 (4,73) ; 266 (4,26) ; 288 (4,07) ; 296 (3,94). 
JO Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460, 3400, 3040, 2950, 2840, 1715, 1660, 1610, 1500, 1455, 1225. 
Spec tre de resonance magnetique nucleaire (360 MHz) : 

„ . ^16 . o lu ^Tu^ . 7 t^t; I'm 1TA\ • 7 '?l-7.06 fm.2H') 

7,03 (d,2H, arom tyr J=7,5) ; 6,7 (d,2H,arom tyr.J-7,5) ; 
15 6,55 (s,lH,C^-H) ; 6,05 (s,lH,C^^-H) ; 5,83 (dd, iH,C ^ "^-H ; 

j'^-^'^^IZHz ; J*^"^=3,6 Hz) ; 5,76 (d,lH, C^^-H) ; 4,83 (m, 1H,CH) ; 
4,13 (massif 3H , -COOCH^ , C * ^-H) ; 3,76 (s , 3H,-0CH3-) ; 

3,6 (s,3H,-C00CH^) ; 3,45 (s,lH,C^-H) ; 2,71 (s,3H,-n''-CH ) ; 

18 18' 

1,21 (t,3H,-CH3-(CH^00C)) ; 0,88 (m,6H.-C H^-C H^) , 

20 Exemple 12 : 

N-(desacetyl-0-4 vinbl as t inoyl-23) -L- tryptophanate d'ethyle 

(V-Trypt E) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21_, 
on obtient la V-Trypt E avec un rendement de 72 
25 Proprietes physico-chimiques de la V-Trypt E 
CHCl 

c = 0,5. - 

Spe ctre ultra-violet (MeOH maj^ nm , log £ ) : 
225 (5,15) ; 267 (4,65) ; 280 (ep) ; 290 (4,55). 
30 Spectre de masse (m/e) : 

970, 391, 279, 165, 108, 35 ; ionisation moleculaire a I'isobutane 
998 M^ + 29, 984 m'^+ I 5 , 970 1 , 926 
Sneer re infra-rouee (KBr, cm ) : 
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Sp&ctre de reso nance magnetique nucleaire (CDC 1 ^ 36 0^^H z ) 



16 



9,5 (lH,s,C -OK) ; 8,2 ( i H , s , NH , t ryp t ) ; 8,03 (lH,s,^IH) ; 
7,66 (lH,d, crypt ; J=7,2Hz) ; 7,58 (lH,d,trypt ; J=7,2Hz) ; 
7,51 (lH,d,trypt ; J=7, 2Hz) ; 7,31 (lH,d, crypt; J-7,2Hz) ; 
5 7,25-7,04 (5H,m) ; 6,58 (lH,s,C^-H) ; 6,06 (lH,s,C^^-H) ; 

5,83 (iH,dd,c'^-H ; J= 1 2Hz ; J-3,6Hz) ; 5,78 (lH,d,c'^-H ; J=I2Hz) 
4,95 (lH,q, ^Cn) ; 3,75 (3H , s , -COOCH^) ; 3,6 (3H,s,-0CH^) ; 
3,4 (lH,s,C^-H) ; 2,77 (lH,s,N-CH^) ; 1,15 (3H , t , -COOCH^ (CH^) ) 
Exemple 13 : 

10 N" (de s acetyl -0-4 vinb l as C inoy 1-2 3) -L- 1 ryptop hanate de methyle 

(V-Trypt M) 

^ En appliquant le mode operatoire general de la page 2X, 

on obtient le V-Trypt M avec un rendement de 4 1 %. 
Proprietes phys ico-chimigues de la V- Trypt M : 
15 CHCl 

c=l,82 = ^ 

Spectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log e ) : 
269 (4,48) ; 280 ; 289 (4,32). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 
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20 i730, 1710, 1660, 1610, 1495, 1455, 1220, 740. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (360 MHz) : 

9,5 (lH,bs,C^^-OH) ; 8,06 (lH,s,NH ind) ; 8,01 (lH,s,NH ind) ; 

7,65 (lH,d) ; 7,58 (lH,d) ; 7,38-7,06 (7H,m) ; 6,41 (iH,s,C^-H) ; 

6,05 (lH,s,C*^-H) ; 5,85 (lH,dd,C*^-H ; J= 1 2H2 ; J'=3,6Hz) ; 
25 5,78 (lH,d,c'^-H ; J=12Hz) ; 4,95 (lH,q,C) ; 4,2 (lH,m,C^^"^ ^ ' 

3,75 (3H,s,-0CH^) ; 3,61 (3H , s , -COOCH^) ; 3,58 ( 3H , s , -COOCH^) ; 

3,43 (2H,s,C^-H) ; 2,6 ( 3H , s ,N-CH^) . 

Exeniple 14 : 

N-(desacetyl-0-4 vinb las t inoy 1-2 3) -L-valinate d'ethyle (WE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21., 
on obtient la WE avec un rendement de 63 %. 
Proprietes phys ico-chimigues de la WE 
Spectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log £ ) ; 
226 (4,95) ; 267 (4.57) ; 285 (4,45) ; 296 (4,40). 



BNeOOCID: ^_0041 ©36A1JU> 



0041 935 

32 



Spectre d e masse (m/e Z) : 

Tl^ToTo ; 896 (2r7^2 (5) : 823 (4 .5); 822 (6) ; 708(5 . 3) ; 
653 (9,2) ; 651 (8.7) ; 650 (14,6 ) ; 572 (8,7 ) ; 571 (23,3) ; 
539 (10.7) ; 355 (16) ; 354 (10) ; 353 (31) ; 294 (17) ; 188 (8,5) ; 
5 156 (100) ; 155 (11,8) ; 154 (11,3) ; 144 (12,2) ; 141 (12,1) ; 

140 (16,4) ; 136 (13) ; 135 (20,4) ; 124 (61) ; 122 (35,5) ; 

121 (15,3). 

Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3540, 3470, 3420, 2960, 2930, 2870, 1730, 1720, 1670, 1610, 1500, 

10 1455, 1225, 745. 

Spectre de resonance magnetigue nucleaire : 

9,48 (lH,bs,c'^-0H) ; 8,03 (lH,bs.NH ind) ; 7,55 (IH.d ; J=7,2Hz) ; 
7,51 (IH,d,J=7,2Hz) ; 7,51 (lH,d) ; 7,23 a 7,06 (3H,m^ ; 
6,58 (lH,s,C^-H) ; 6,06 (lH,s,c'2-H) ; 5,85 (lH,dd,c' -H ; 
,5 j"'''5=12Hz ; j'''"^=3,6Hz) ; 5,78 (lH,d,c'^-H ; J=12Hz) ; 

4,56 (lH,dd,C) ; 4,21 (2H,g,C00CH2) ; 4.15 (lH,d,c'^-H) ; ^ 
3,96 (lH,t) ; 3.76 (3H, 5,0013) ; 3,6 (3H , s ,000^3) ; 3,46 (IH.s.C -H) 
2,73 (3H,s,N-CH3) ; 1.31 (6H ,111,000012^3) ; 0,96 (l4H,m) ; 
0,9 (14H,t). 

20 Exemple 15 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinovl-23) -L-iso-leucinate d'ethyle (V ILE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 2X, 
on obtient la VILE avec un rendement de 58 %. 
Proprietes physico-chimiques de la VILE 
25 Spectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log e ) : 

226 (4,94) ; 266 (4,56) ; 285 (4,44) ; 295 (4,38). 
Spectre de masse (m/e 7.) : 

924 (7) ; 910 (11) ; 897 (23) ; 896 (44.4) ; 867 (11,3) ; 837 (18,7) 
836 (26,6) ; 822 (4) ; 709 (10) ; 650 (21) ; 571 (13) ; 570 (34,7) ; 
30 366 (21,7) ; 154 (100) ; 126 (11). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460, 3440, 3040. 2960, 2940, 2880. 1730, 1665, 1610, 1500, 1455, 
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Spectre de resonance magnet i que nucleair e (CDC I ^ , 360MHz) : 
9,66 ( iH,bs,C*^-OH) ; 8,03 (lH,bs,NH) ; 7,55 (lH,d ; J -7,2Hz) ; 
7,51 (lH,d) ; 7,23 a 7,06 (3H,m) ; 6,58 (:iH,s,C^-H) ; 
6,06 (lH,s,C^^-H) ; 5,85 (lH,dd,C*^-H ; J=12Hz ; J*=3,6Hz) ; 
5 5,78 (iH,d,C*^-H ; J=12Hz) ; 4,61 (lli,q,(dd), C) ; 4,21 (2H,q, 

COO-CH^-) ; 4,15 ( IH ,d ,C ^ ""-H) ; 3,96 (lH,t) ; 3,76 (3H,s,0CH^ ester) 
3,6 (3H,s,0CH^) ; 3,46 (!H,s,C^-H) ; 2,73 (3H,s,N-CH^) ; 
1,25 (3H,t,C00CH^CH^) 
E xemple 16 : 

10 N- ( d e sacetyl-0-4 vinblas t inoy 1-23) -P- 1 ryo tophanat e d'ethyle 

( VD Trypt E) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 
on obtient la VD Trypt E avec un rendement de 69 %. 
Proprietes phy sico-chimiques de la VD Trypt E 
15 CDCl 

c=0,3295 ^ 

Spectre ultra-violet (MeOH, X max, run, log e ) : 
225 (4,77) ; 269 (4,30) ; 290 (4,20) ; 320 (ep) . 
Spectre de masse (m/e %) : 
20 970, 391, 279, 165, 108, 35. 

Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460, 3400, 3050, 2960, 2940, 2870, 1735, 1665, 1610, 1495, 1455, 
1210, 740, 

Spectre de resonance magnetique nucleaire : 
25 9,53 (lH,bs,C^^-0H) ; 8,1 (lH,s,NH ind tryp) ; 8,02 (!H,s,NH ind) ; 

7,76 (lH,d) ; 7,65 (lH,d) ; 7,51 (lH,d) ; 7,35 (lH,d) ; 7,2 a 
7,05 (6H,m) ; 6,53 (1H,S,C^H) ; 5,98 (lH,dd,C^^H J ' ' ^= 1 2Hz , 
J'*'^~^-3,6 Hz) ; 5,73 (lH,d,C^^-H ; J=12Hz) ; 4,86 (lH,q,C-) ; 



30 



4,1 (3H,m,C*^-H-C00CH2) ; 3,75 (3H , s ,CO0CH^) ; 3,6 (3H,s,-0CH^) 



3,33 (2H,s,C -H) ; 2,43 (3H,s,N-CH^) ; 1,16 ( 3H , t , -COOCH^-CH^) ; 
0,93 (8H,m). 
Exemple 17 : 

N" (des ace ty 1-0-4 vinblas t inoy 1-23) -L-va liny 1-L- tryp tophanate 
d'ethyle (V-Val-Tryp t-E) 
35 En appliquant le mode operatoire general de la page 2^-, 

on obtient la V-Val-Trypt E avec un rendement de 40 %. 
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P r o p r I e t e s p h y s i co -ch imi q ues de la V-Va I-T ry p t 
c-0, 3589 

Spect re u 1 tra-vioIeC (methanol, X max, nm, log c ) : 
5 270 (4,42) ; 290 ; 312 (A, 96) . 

Spectre infra - rouge (KBr , cm )_ : 

3480, 3400, 2960, 2940, 2870, 1735, 1725, 1660, 1610, 1500, 1455, 
1230, 

Spectre de reso nance magnetique nucleaire (CDCI ^, 360MHz) : 
10 9,5 (lH,bs,c'^-0H) ; 8,18 (IH,s,NH ind) ; 8,01 (lH,s,NH ind) ; 

7,6 a 7,06 (10H,m arom) ; 6,41 (lH,s,C^-H) ; 5,95 (lH,s,C^^-H) ; 

5,85 (lH,dd,C^^-H) ; J^^'^''-I2Hz ; J^~^^-3,6H2) 5,75 (lH,d,C^^-H ; 

j*^"*^=i2H2) ; 5,02 (IH^m.C) ; 4,9 (lH,m,C) ; 3,73 C 3H , s , COOCH^) ; 

3,56 (3H,s,-0CH^) ; 3,43 (2H,s,C^-H) ; 2,61 (3H,s,N-CH3) ; 
15 1,18 (3H,t,-C00CH^-CH^) ; 1,05-0,86 (+ 1 6H ,m, CH^) . 

Exemple 18 : 

N-(desacety 1-0-4 vinblastinoyl-23)-L-leucyl-L-alanyI-L-leucyl" 
L-alaninate d'ethyle (V-Leu-Ala-Leu-Ala-E) 

En appliquant le mode operatoire general et en preparant 
20 I'azoture a partir de 700 mg de monohydrazide , le couplage avec 

377 mg de L-Leu-L-Ala-L-Leu-L-Alaninate d'ethyle a 4°C pendant 
60 heures fournit 213 mg de V-Leu-Ala-Leu-AIa-E pure. La 
purification est effectuee par passage du produit brut d*abord sur 
une colonne de silice 60 Merck (230 mesh) en utilisant comme eluant 
25 un melange ether-MeOH sat NH^ (86:14), puis sur une colonne 

identique en utilisant comme eluant un melange isopropanol-ace tate 
d'ethyle-cyclohexane (40:20:40). 

Proprietes phys ico-chimiques de la V-Leu-Ala-Leu-Ala-E 
Spectre UV (methanol, 5,74 mg/lOOcc, log e ) : 266 (4,24) ; 
30 285-288 (4, 12) ; 296 (4,07) 

Spectre de masse (DCI a I'isobutane, ionisation moleculaire) 
1152 (M^ +1), 1166 (M^ +1+14), 1134, 1108, 1094 

Spectre IR (KBr) : 3400, 2960, 1740, 1660, 1620, 1506, 1460, 1225, 



3,75 (s), 4.19 (q), 5.74 (d) , 5.83 (dxd) , 6.03 (s), 6.59 (s), 
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6.88 (d), 7.00 (d). 7.39 (d) , 7.49 (d) , 7.53 (d) , 8.02 (s) , 

9.57 (s) , 

E xemple 19 : 

N- ( des acetyl -0-4 vinb las t inoyl-23) -L-t:ryp tophy I-L-t ryp tophanate 
d^ethyle (V -Tryp-Tryp-E) . 

tn appliquant le mode operatoire general et en utilisant 
1 g d*hydrazide et 543 mg de L- tryp tophy 1-L- t ryp tophanate d'ethyle, 
on isole 268 mg de V-Tryp-Tryp-E pure. La purification est 
effectuee par passage sur une colonne de silice en utilisant 
10 cotnme eluant d'abord un melange e ther-me thano 1 sature en NH3 (92:8) 
puis un melange identique en proportion 86:14, 
Pr oprietes phy s ico-chimiques 

Spectre UV (MeOH) : max 272 (4,38), 278 (4,37), 2,90 (4,31) 
(49,6 mg/1) min 248 (4,18), 288 (4,30) 

15 Spectre de masse ; ionisation moleculaire a 1 ' isobutane 

1184, 1170, 1I56(m'^ +1), 1112, 1098, 624, 
498, 165 

Spectre IR (KBr) : 3410, 2970, 2880, 1725, 1665, 1615, 1500, 

1460, 1230 ^"^"^ 

20 Exemple 20 : 

N- (desace tyl-0-4 vinblas t inoyl-23) -L-tryptophylglyc inate d'ethyle 

(V-Tryp-Gly-E) 

La condensation de 596 mg d^hydrazide et de 226 mg 

de L-tryptophylglycinate d'ethyle (41h, 4°C) fournit 200 mg de 
25 V-Tryp-Gly-E , apres purification sur colonne de silice en utilisant 

comme eluant un melange e ther-raethanol dent la proportion en methanol 

sat. en t^TH^ auginente de 4 a 14 %. 

Spectre de masse : ionisation moleculaire a I'isobutane 

m'^+1 1027, 1042, 1055, 1013, 983, 969 

30 Exemple 2 1 : 

N- (de s acetyl -0-4 vinb 1 as t inoyl -2 3) -L-val iny 1-L- 1 ryp tophanate 
d^ethyle ( V-Va 1-Tryp-E) 

A partir de 500 mg de I'hydrazide de la de sace ty l-\T-£ et 
215 mg de L-val iny 1-L-t ryptophanate d'ethyle on isole 2 15 mg de 
35 V-Val-Tryp-E pure apres passage sur colonne chroma tographique . 
Spectre de masse : ionisation moleculaire a Nli^ 

m'^+I 1069, 632 , 617, 498, 332, 223 
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Exernple 22 : 

N- (desacecy I-O-A-vinb las tinoy 1-2 3) -L- tryptophane (V-Trypt: Ac) 
En appliquant le mode operatoire general mais en 
utilisant L'acide amine non esterifie, on obtient la V-Trypt Ac 
5 avec un rendemenC de 67 %. 

Spectre iJV (MeOH, X max, nra, log e ) 
270 (4,29) ; 289 (4,18) ; 321 (ep) 
Spectre IR (KBr, cm * ) : 

3400, 2860. 2820, 2760, 1720, 1650, 1605, 1590, 1500, 1455, 1225, 
10 780. 

Example 23 : 

N-(vinblastinoyl--23)-L-valinate d' ethyle 

Le N-(desacetyl-0-4 vinblast inoyl-23) -L-valinate d'ethyle 

(100 mg) est traite par un melange de pyridine (2,5 ml) et d'anhydride 
15 acetique (2,5 ml) sous atmosphere inerte et sous agitation pendant 

24 heures. Apres addition de methanol et concentration sous vide, le 

residu est repris par du dichloromethane et lave a 1 ' eau sat. en NaCl 

La phase organique est sechee sur Na^SO^ et concentree sous vide. 

Le produit est purifie par chromatographic sur couche mince en 
20 utilisant comme eluant un melange isopropanol/acetate d'ethyle/ 

cyclohexane (40/20/40). On recueille ainsi 29 mg de N- (vinb las t inoyl- 

23)-L-valinate d'ethyle. 

Spectre de masse : ionisation moleculaire a I'isobutane : 

M^+1 925, m'^+I + U 939, m'^+1+28 953, 924, 907, 
25 893, 882, 881, 867, 866, 392, 279 

Spectre IR (KBr, cm" ^ ) 3480, 3430, 2970, 1740, 1690, 1615, 
Spectre UV (54,2 mg/1, X max, log £ ) : 263 (4,28), 288 (4,17), 

296 (4, 13) . 

Spectre RMN (CDCl^ 360 MHz, ppm) 
30 9,76 (lH,s), 8,06(s), 7,52(1H, d) , 7,43(1H, d) , 7,20 et 7,03 (3H,m), 

6,59(s), 6,06(lH,s), 5 , 85 ( 1 H , dxd) , 5,29(lH,d), 4,57(lH,dxd), 
3,77(3H,s), 3,6I(3H,s), 2.69(3H,s), 2,02(3H,s), l,28(3H,t), 
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REVENDICATIONS 



A titre de composes nouveaux, les d^riviSs de La 
vinblastine r^pondant ^ la formule generale suivante : 



5 



10 




dans laquelle 

15 repr^sente un ester d'acide aniin6 ou de peptide^ 6 ven tue llemen t 

prot^g^j couple au fragment vinb Las t inoy 1-23 par un lien amide^ 
le peptide comprenant de 1 ^ 6 acides amines diff^rents ou idea 
tiques^ et le groupe ester ramifi^ ou non poss^dant de 2 ^ 
9 atomes de carbone ; et 

20 repr^sente un atome d ' hydrogene ou un groupe acyle comportant 

de 2 9 atomes de carbone^ ainsi que ses sels d'addition avec 
les ac ides min^raux oa organiques , 
2. Composes nouveaux de forraule g^n^rale 




'4 
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dans laquelle represente un atome d'hydrogene ou iin groupe acyle 
comportanc de 2 a 9 atomes de carbone, R3 represente chaque Eois 
independaT^jnenC. un atome d'hydrogene, un groupe alkyle ramifie ou non 
comporcant de 1 a 8 atomes de carbone, un groupe hydroxy Cl-C8 alkyle, 
amino-hydroxy C1-C8 alkyle, carboxy-C 1 -C8 alkyle, araido C1-C8 alkyle, 
guanadino C1-C8 ' alkyle, amino CI-C8 alkyle, thiol C1-C8 alkyle cysteinyl 
methyle, thioraethyl-ethy 1 , benzyle, hydroxybenzy le, I 




, ^ o 

10 H H I 

ou R^, ensemble avec le carbone auquel il est rattach^ et 1 'azote 

du groupe aaiide, forme an cycle azole ou hydroxyazole ; n varie de 
I ^1 6 et est un groupe ben2>le ramifie ou non coraportant de 1 ^ 
8 atomes de carbone ; 

15 ainsi que ses sels d'addition avec les acidea min^raux ou organiques. 
3^ Composes suivant lea revendications 1 et 2, carac- 

tfiris^s en ce qu'il s'agit du N-(d6sac6 tyl-O-4 vinblas t inoyl-23 ) -L- 
tryptophanate d'^thyle ou de methyle et leurs sels d'additioa avec 
des acides pharroaceuCiquement acceptables. 

2Q 4, Composes suivant les revendications 1 et 2, 

caract^risfis en ce qu'il s'agit du N-(d6sac6 tyl-0-4 vinb las t inoyl-23 ) - 
isoleucinate d'Sthyle ou de mfithyle et leurs sels d'addition avec 
des acides pharmaceutiquement acceptables. 

5^ Composes suivant les revendications 1 et 2, carac- 

25 tfirisfis en ce qu'il s'agit du N-(d6sac6tyl-0-4 vinblas t inoyl-23 ) -L- 

v«lyl-L-tryptophanate d'6thyle et les sels d'addition avec des acides 

pharrnaceutiqueroent acceptables. 

Composes suivant les revendications 1^5, caractfi- 

risfis en ce qu'ils ae pr^sentent sous la forme de leurs sels d'addi- 
30 tion 1:1 avec I'acide sulfurique. 

^1 Le sulfate de N-(d5sac^ tyl-0-4 vinblas tinoyl -23 ) -L- 

tryptophanate d'^thyle. 

8^ Compost suivant la re vend icat ion 1, caractfirisfi en 

ce qu'il est choisi dans le groupe constitu^ par les dSriv^s de la 
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N-(dt5sac6tyl-0-4 vinbIastinoyl-23)-L-leucinate de m^thyle, 
N-(dt5sac(5 tyl-0-4 vinb las t inoy L -23 ) -L- leucina te de n-butyle, 
N-(dt5sac6tyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-leucinate d'octyle^ 
N-(d»^sact5tyl-0-4 vinblastLnoyl-23)-D-leucinate d'^thyle, 
N-(dt5sacetyl-0-4 vLnblastinoyl-23)-L-glutaraate d'^thyle, 
N-(desace tyl-0-4 vinb las t inoy 1-23 ) -L-s(5 rlna te d'l^thyle^ 
N-(dt5sace tyl-0-4 vinblas tinoy 1 -23 ) -L- tryp tophana te d't^thyle^ 
N-(d^sac(5 tyl-0-4 vlnblas t inoy 1-23 ) -L- tryp tophana te de mt^thyle^ 
N-(dt5sac6 tyl-0-4 vinblas t inoy I-Z3 ) -D- tryptophanate d ' 6thyle, 
N-(desace tyl-0-4 vinblas t inoy 1 -23 ) -L-alaninate d'^thyle^ 
N-(d$sac^ tyl-0-4 vinb las t inoy 1 -23 ) -L-ph^ny la lanina te d ' e thyle, 
N-(desac^ tyl-0-4 vinblas t inoy 1-2 3 )-L-isoleucinate d'^thyle, 
N-(d6sac6 tyl-0-4 vin bias t inoy 1 -23 ) -L- is o le uc ina te de m^thyle^ 
N-(d6sac^tyl-0-4 vinblas t inoy 1-23 ) -L-va lina te d'^thyle^ 
15 N-CdSsac^ tyl-0-4 vinblas t inoyl-23 ) -L- tyros inate d'ethyle^ 

N-(d5s acetyl -0-4 vinblas t inoy 1 -23 ) trif luoroacS ty 1 -L- lys inate 
d 'ethyls^ 

N-(d^sac6 ty 1-0 -4 -vinb las t inoy 1-23 ) -L- va 1 iny 1-L- tryp t ophana te d ' 6 thyle^ 
N-( vinblas t inoyl-23 ) -L-va 1 inate d ' e thyle. 
20 9. Composition pharraaceutique utilistSe en medecine 

humaine et v^t^rinaire pour le traitement de maladies n^oplas iques , ^ 
caract^ris^e en ce qu'elle contient un ou plusieurs d(5riv$s d^finis 
dans l*une quelconque des re vendicat ions 1^8. 

^0. Composition pharmaceutique selon la revendicat ion 9, 

25 caract^ris^e en ce qu'elle est sous une forme d * adminis tra t ion dans 
laquelle le principe actif est present ^ une dose unitaire comprise 
entre environ 2 et 900 mg. 

^1- Composition pharmaceutique selon la re vendication 9, 

caract^risSe en ce que le principe actif est le N- ( d^sac^ ty 1 -0-4 
30 vinblastinoyl-23)-L-tryptophanate d*^thyle, ventuel leraen t sous 

la forme d ' un sel d'addition avec un acide pharmaceut iquemen t accep- 
table. 

^2. Composition pharraaceutique selon la re vend ica t ion 9^ 

caract^ris^e en ce que le principe actif est le N- ( d^ sac<5 ty 1 -0-4 
35 vinblas t inoyl-23 ) -L- valyl -L- tryptophane te d *5 thyle ^ 6 ven tue 1 leraen t 
sous la forme d * un sel d'addition avec un acide pha rraaceut iquemen t 
acceptable . 
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^2 CorapositLOa pharmaceut ique selon la re vend i ca t ion 9, 

caract^ris^e en ce que, dans la forme d ' adminis tra t ion parent^rale, 
le principe actif se tronve dans un diluant pha rmaceut iq uemen t accep- 
cable. 

5 11^^ Composition pharmaceut ique selon la rc vend icat ion 13, 

caract:6ris6e en ce que le diluant est une solution aqueuse sterile 
tamponn^e . 

Proc^d^ d'obtention des compost^s selon les reven- 
dications 1^8, caract6ris6 en ce qu'il comprend les stapes sui- 
10 vantes : 

1) reaction de la vinblastine avec I'hydrazine 
anhydre pour obtenir la d^sac^ ty 1-0-4 carboxhydrazide-3 vinblastine, 

2) traitement de I'hydra^ide nbtenu avec un agent 
de nitrosation en milieu acide pour obtenir I'azoture d'acide cor- 

15 respondant^ 

3) reaction de I'azoture d*acide avec 1^5 Equi- 
valents de I'ester d'acide aminS ou de peptide corres pondant . 

Proc^dS de preparation des composes selon les 
revendications 1 k 8, caract^risS en ce que Tazoture d'acide 0-4- 
20 d^sac^tyl vinblastinoique-23 eat traits par 1 ^ 5 Equivalents d'ester 
d'acide amin6 ou de peptide approprie, ledit peptide comportant de 
deux ^ six acides amines. 

^-7 Proc^d^ de preparation du N-(desacety l-O-4-vinblas- 

tinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle, caract6ris6 en ce que la 0-4- 

25 d6sac6tyl-carboxhydrazide-3 d6scarbomethoxy-3 vinblastine est traitfie 
par un agent de nitrosation en milieu acide et I'azoture ainsi obtenu 
traite par le L- tryptophanate d'ethyle. 

Procede de preparation du N- ( dt5 sacE ty 1 -0-4 vinblas- 
tinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle, caracterisE en ce que I'azoture 

30 d^acide 0-4 -desace ty 1 vinblastinoLque-23 est traite par 1 ^ 5 Equi- 
valents de L-tryptophanate d'ethyle. 

^9 Precede selon la re vend ication 15, caracterise en 

ce que I'agent de nitrosation est le nitrite de sodium en milieu acide 



acide ch lor hydr ique - rr-jthanol. 
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21. Proced6 selon la re vend ica t ion 15, caractt^ris^ en 

ce que le couplage avec I'ester d ' ac ide amin(5 ou de peptide est 
ef£ectu(5 ^ une temptSrature comprise entre -3 et +10''C pendant 8 h 
72 h, 

5 22, Proc6d6 selon la re vend ica t ion 17, caract^ris^ 

en ce que le couplage avec le t ryp to phana te d'(5thyle est effectu^ 
k une temperature comprise entre -3 et +10°C pendant 8 ^ 72 h, 

23. Composes r^pondant ^ la formule g^nerale de la 
re vendlcation 15, et ses sels d'addition, tels qu'obtenus par la 

10 mise en oeuvre du procSdS selon I'une des revendica tions 15, 16 et 19. 

24, Le N- ( d^s ac^ ty 1 -0-4 -vinb las tinoy 1-23 )-L-tryp to- 
phanate d'^thyle ou un de ses sels d'addition, tels qu'obtenus par 
la mise en oeuvre du proc6d<5 selon I'une des revendica tions 17^ 18 
et 20. 
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